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Introdução: A infertilidade conjugal é reconhecida pela Organização Mundial da Saúde 
como doença e um problema de saúde pública. O fator masculino pode contribuir com 
aproximadamente 40% dos casos de infertilidade. Embora estudos sugiram um declínio 
na qualidade seminal em homens ao redor do mundo nos últimos anos, ainda há dúvidas 
se esse fenômeno realmente vem ocorrendo. Com isso, nosso objetivo foi investigar o 
comportamento dos parâmetros seminais de homens submetidos a investigação para 
infertilidade conjugal nos últimos 29 anos. Métodos: foi realizada uma análise 
retrospectiva dos espermogramas realizados no Laboratório de Reprodução Humana do 
Hospital da Mulher Prof. Dr. José Aristodemo Pinotti – CAISM/UNICAMP entre os anos 
de 1989 e 2018. Foi construído um banco de dados com a data de realização do exame, 
a idade do homem à coleta e com os diferentes parâmetros da primeira amostra produzida 
por cada homem em investigação por infertilidade conjugal. As variáveis dependentes 
analisadas foram o número total de espermatozoides móveis progressivos, a 
porcentagem de espermatozoides com morfologia normal e a concentração de 
espermatozoides após o processamento seminal. O ano de coleta do espermograma foi 
considerado como variável independente. A idade do homem na data da coleta do exame 
foi considerada como variável de controle e categorizada nas seguintes faixas etárias: 
<30, 30-39 e > 40 anos. A análise estatística foi realizada através de regressão linear 
para os valores de mediana devido à distribuição não normal das variáveis. Foram 
construídos diferentes modelos de regressão para o grupo total de amostras e para os 
grupos categorizados por faixas etárias. O nível de significância foi estabelecido em 5%. 
Resultados: foram analisadas 11472 amostras de sêmen produzidas por 11472 homens 
(primeira amostra produzida no laboratório) entre os períodos de 03/01/1989 e 
 
29/06/2018. A média de idade dos homens foi de 32,36 (± 6,49) anos. Entre eles, 34,86% 
(3999) tinham menos de 30 anos, 52,84% (6062) tinham entre 30 e 39 anos e 12,29% 
(1411) tinham mais de 40 anos. Em relação ao número total de espermatozoides móveis 
progressivos verificamos tendência significativa de redução do valor mediano ao longo 
dos anos no grupo geral (redução de 1,93 milhão/ano; p<0,01) e nas três faixas etárias 
estudadas separadamente (p<0,01 para as três faixas etárias). Quanto à porcentagem de 
espermatozoides com morfologia normal verificamos tendência significativa de redução 
do valor mediano ao longo dos anos no grupo geral (redução de 0,84% ao ano; p<0,01) 
e nas três faixas etárias estudadas (p < 0,01 para as três faixas etárias). Quanto à 
concentração de espermatozoides após o processamento seminal observamos tendência 
significativa de redução no valor mediano no grupo geral (redução de 0,14 milhões/mL ao 
ano; p < 0,01) e nas faixas etárias entre 30 e 39 anos (p < 0,01) e com mais de 40 anos 
(p < 0,01). Conclusão: entre 1989 e 2018 houve declínio no número total de 
espermatozoides móveis progressivos, na porcentagem de espermatozoides com 
morfologia normal e na concentração de espermatozoides após processamento seminal 
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Introduction: Infertility is recognized by the World Health Organization as a disease and 
a public health problem. A male factor can be responsible for approximately 40% of 
infertility cases. Although some studies suggest a decline in seminal quality in men around 
the world, there is still some doubt as to whether this phenomenon has really been 
occurring. Thus, our objective was to investigate the behavior of seminal parameters of 
men submitted to infertility investigation in the last 29 years. Methods: we did a 
retrospective analysis of the spermograms performed at the Human Reproduction 
Laboratory of UNICAMP Women´s Hospital between 1989 and 2018. A database was 
constructed with the date of the exam, the age of the man at sample collection and the 
different parameters of the sample. The dependent variables analyzed were the total 
number of progressive motile sperm, the percentage of sperm with normal morphology 
and the sperm concentration after seminal processing. The year of sperm collection was 
considered as an independent variable. The age of the man at the time of exam collection 
was considered as a control variable and categorized into the following age groups: <30, 
30-39 and> 40 years. Statistical analysis was performed by linear regression of the median 
values due to non-normal distribution of variables. Different regression models were 
constructed for the total sample group and for the groups categorized by age. The 
significance level was set at 5%. Results: 11472 semen samples produced by 11472 men 
(first sample produced in the laboratory) between the periods of 03/01/1989 and 
29/06/2018 were analyzed. The mean age of men was 32.36 (± 6.49) years. Among them, 
34.86% (3999) were under 30 years old, 52.84% (6062) were between 30 and 39 years 
old and 12.29% (1411) were over 40 years old. Regarding the total number of progressive 
motile sperm, we observed a significant decrease in the median values over the years in 
 
the total group (reduction of 1.93 million / year; p <0.01) and in the three age groups 
studied separately (p < 0.01 for the three age groups). Regarding the percentage of sperm 
with normal morphology, we observed a significant decrease in the median values over 
the years in the total group (reduction of 0.84% per year; p <0.01) and in the three age 
groups studied separately (p < 0.01 for the three age groups). Regarding sperm 
concentration after seminal processing we observed a significant reduction in median 
values in the total group (reduction of 0.14 million/mL per year; p <0.01) and in the age 
groups between 30 and 39 years (p < 0.01) and older than 40 years (p <0.01). 
Conclusion: between 1989 and 2018 there was a decline in the total number of 
progressive motile sperm, the percentage of sperm with normal morphology, and in the 
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A infertilidade afeta mais de 186 milhões de pessoas no mundo, sendo que a maioria 
delas vive em países em desenvolvimento (1). A média mensal das taxas de gravidez em 
humanos é de 20% (2) e estudos descrevem que 80% dos casais que não apresentam 
nenhum problema aparente que impeça a concepção, engravida após 6 meses de 
tentativa (3). Casais são considerados inférteis quando não obtêm uma gestação bem 
sucedida em um período de 12 meses de relações sexuais regulares e sem uso de 
anticoncepcionais de qualquer natureza (4). 
A infertilidade conjugal é reconhecida pela Organização Mundial da Saúde (OMS) 
como doença e um problema de saúde pública. Pode provocar consequências físicas e 
psicológicas, tanto para as mulheres quanto para os homens, como sofrimento 
psicológico e estigmatização social (5). Estimativas indicam que entre 52,6 e 72,4 milhões 
de casais ao redor do mundo irão procurar algum tipo de intervenção médica a fim de 
engravidar (6,7).  
Para casais que desejam uma gestação e não obtém êxito após 12 meses de 
tentativas, indica-se iniciar investigação da causa da infertilidade conjugal. Diversas 
condições pessoais e doenças podem ser responsáveis pela diminuição na fertilidade de 
um casal. De maneira simplificada podem ser classificadas em: baixa reserva ovariana, 
disfunção ovulatória, fatores relacionados à anatomia uterina, fatores tuboperitoniais, 
fatores masculinos que alteram a concentração, motilidade e morfologia dos 
espermatozoides, e infertilidade sem causa aparente (8). 
As técnicas de reprodução assistida são alternativas de tratamento para casais 
inférteis, podendo englobar procedimentos de baixa ou de alta complexidade. Uma das  




simplificada, em separar os espermatozoides com maior mobilidade através de uma 
lavagem simples do sêmen, ou através de métodos mais complexos, como o swim-up ou 
gradiente de concentração, e depositá-los através de um cateter no interior da cavidade 
uterina (9). As terapias de alta complexidade envolvem a manipulação de gametas in vitro. 
Na fertilização in vitro (FIV) convencional os melhores espermatozoides selecionados 
após processamento do sêmen são colocados em contato com os ovócitos in vitro para 
que ocorra a fecundação de forma espontânea (10). Nos casos em que a amostra seminal 
não puder ser obtida através da ejaculação, os espermatozoides podem ser recuperados 
cirurgicamente pelo epidídimo (MESA), ou extraídos diretamente dos testículos (TESE). 
Nesses casos, pode ser necessário a injeção intracitoplasmática de espermatozoides 
(ICSI), que consiste na injeção de um único espermatozoide no interior do ovócito. Se a 
fecundação for bem sucedida é esperado o desenvolvimento celular em cultura e o 
embrião formado será transferido para o útero materno (10).  
A avaliação de um possível fator masculino de infertilidade é fundamental. Estima-
se que ele seja o único responsável em aproximadamente 20% dos casos de infertilidade 
e que contribua em cerca de 30-40% deles (11). Sugere-se que a investigação seja 
realizada simultaneamente à investigação dos fatores femininos de infertilidade, porém, 
em pelo menos 18% dos casos isto pode não acontecer (12). A análise seminal é 
essencial, podendo incluir avaliação física, hormonal e funcional, além de análises 
genéticas (13).  
A espermatogênese é o processo que envolve a formação dos espermatozoides 
nos túbulos seminíferos dentro do testículo. Nos testículos existem três tipos celulares: 
células germinativas (células que se dividem e amadurecem para a formação do 




intersticiais de Leydig (responsáveis pela produção da testosterona) (14). A 
espermatogênese ocorre de forma contínua com as espermatogônias se proliferando por 
mitose. No processo da meiose, estão envolvidas duas divisões celulares, em duas 
etapas: espermatócitos e espermátides. As espermátides possuem apenas uma cópia de 
cada cromossomo, que após a meiose são as mesmas que se diferenciam em 
espermatozoides alongados com cauda no processo da espermiogênese. Este processo 
dura em média 72 a 74 dias  (14,15).  
Morfologicamente o espermatozoide é constituído por cabeça (onde se localiza o 
núcleo com as informações genéticas, e o acrossomo, um lisossomo especializado com 
enzimas necessárias para a penetração do ovócito), por uma parte média, onde se 
localizam as mitocôndrias, que fornecem a energia necessária para movimentação da 
cauda (flagelo) que cresce a partir de um dos centríolos (16). Segundo estudos recentes, 
o flagelo possui estruturas acessórias que reforçam sua motilidade ao passar pela 
viscosidade aumentada do muco cervical (17). 
O sêmen liberado no momento da ejaculação é composto por um conjunto de 
secreções dos testículos e epidídimo, contendo espermatozoides em suspensão, 
juntamente com as secreções da próstata, vesículas seminais e glândulas bulbouretrais. 
O espermograma consiste na análise sistemática destes componentes e é o exame de 
escolha para a avaliação inicial de um possível fator masculino de infertilidade (18). O 
desenvolvimento das primeiras técnicas para análise seminal se deu no início do século 
XX, e desde então elas assumiram um papel importante na rotina laboratorial para 
investigação masculina (19). Em 1950, MacLeod e colaboradores sugeriram os primeiros 
valores de referência para a contagem de espermatozoides na tentativa de auxiliar os 




para a concentração e superiores a 100x106 para a contagem total de espermatozoides) 
(19). A crescente necessidade de uma interpretação mais consistente dos resultados dos 
exames foi reconhecida pela OMS em seu primeiro manual em 1980 (20). A OMS publicou 
atualizações dos seus manuais em 1987 (21), 1992 (22), 1999 (23) e por último em 2010 
(24), sendo que esta última é a mais abrangente de todas as versões (25).  
O material para realização do espermograma geralmente é colhido por 
masturbação em frasco estéril. Sugere-se que o período de abstinência sexual não 
ultrapasse 5 dias (24). Os resultados da análise seminal de um mesmo indivíduo podem 
apresentar alto grau de variabilidade. Recomenda-se que sejam feitas pelo menos duas 
coletas em um intervalo de 3 meses, para se “traçar” um perfil do paciente, entretanto, 
este tempo de espera pode aumentar a ansiedade do casal (26).  Na amostra coletada 
são avaliados parâmetros macroscópicos como volume, viscosidade e pH, além de 
parâmetros microscópicos como a concentração de espermatozoides por mililitro do 
ejaculado, grau de motilidade dos espermatozoides, vitalidade e morfologia (24). 
Os valores de referência do manual da OMS de 2010 foram estabelecidos a partir 
da análise do sêmen de 1953 homens, de cinco estudos em três continentes. Todos os 
homens incluídos nos estudos tiveram suas parceiras grávidas em 12 meses, 
comprovando sua fertilidade (27). De maneira diferente, os valores de referência dos 
manuais anteriores haviam sido baseados na experiência clínica de investigadores que 
estudavam populações masculinas saudáveis (28). A edição de 2010 utilizou pela 
primeira vez os conceitos de “percentil” e “intervalo de confiança”. Segundo o último 
manual da OMS os valores considerados normais na amostra de sêmen são: volume 
≥1,5mL; concentração de espermatozoides ≥15 milhões/mL; número total de 




progressiva ≥32%; porcentagem de espermatozoides com motilidade total ≥40%; 
porcentagem de espermatozoides vivos na amostra (vitalidade) ≥58% e porcentagem de 
espermatozoides com morfologia normal ≥4% (24). Estes valores de referência diferem 
sensivelmente dos valores das edições anteriores. Muitos homens classificados como 
portadores de sêmen anormal de acordo com a edição de 1999 seriam classificados como 
normais considerando-se a edição de 2010 (29). Mesmo assim, apesar do espermograma 
ser fundamental na propedêutica do fator masculino, seus resultados podem não predizer 
com exatidão o potencial de fertilidade. Homens com resultados considerados alterados 
podem ser capazes de conceber, bem como homens com resultados dentro dos padrões 
da normalidade podem apresentar infertilidade (12). 
Com o passar do tempo e o avanço das investigações sobre a infertilidade 
masculina, outros parâmetros seminais vêm sendo descritos e algumas técnicas têm sido 
desenvolvidas para auxiliar na investigação da infertilidade masculina (30). A 
preocupação com a integridade do DNA espermático, morfologia seminal sobre alta 
ampliação, seleção por birrefringência ou até mesmo por ácido hialurônico são alguns 
dos avanços na seleção espermática (31). Preocupações com as ROS também ajudam 
a compor os avanços das investigações da infertilidade masculina (30, 32). Os 
espermatozoides são sensíveis aos efeitos do estresse oxidativo, pois as células 
germinativas, de uma forma progressiva, podem perder a capacidade de reparar os danos 
no DNA, prejudicando a contribuição genética e epigenética paterna no desenvolvimento 
embrionário (33). 
Além da avaliação dos parâmetros no sêmen, as técnicas para recuperar e separar 
os espermatozoides funcionalmente competentes são de grande importância nas 




eliminar espécies reativas de oxigênio (ROS), levando a menor dano ao acrossomo, com 
a recuperação de espermatozoides móveis e funcionalmente competentes, trazendo 
melhores resultados para as terapias de reprodução assistida (34). 
Três métodos principais podem ser utilizados para o processamento seminal (24). 
A lavagem simples é a técnica mais barata e menos complexa. Consiste em fazer duas 
lavagens no sêmen seguidas de centrifugação, sendo sugerida para homens com 
alterações mais sutis dos parâmetros seminais. A técnica do gradiente descontínuo de 
densidade consiste na separação dos componentes seminais baseado em duas 
densidades (24). Para a realização desta técnica o laboratório deve ser equipado com 
materiais e meios de cultura específicos, aumentando assim o custo do tratamento. Por 
outro lado, esta técnica possivelmente apresenta melhores resultados pois aumenta as 
chances de obtenção de um número maior de espermatozoides de boa qualidade 
funcional (35). O terceiro método de processamento é o swim-up, onde a amostra seminal 
passa por dois ciclos de lavagem e centrifugação, sendo mantida inclinada a 45º durante 
1 hora após a adição de meio de cultura ao pellet formado. Uma alta porcentagem de 
espermatozoides móveis e morfologicamente normais pode ser obtida através desta 
técnica (36). 
Com a problemática da infertilidade conjugal em evidência no meio acadêmico e 
na mídia leiga, o questionamento sobre tendências temporais de qualidade seminal tem 
recebido destaque. Em 1992, uma revisão sistemática com metanálise incluindo 61 
estudos concluiu que havia ocorrido uma queda na qualidade do sêmen de homens ao 
redor do mundo. A concentração média de espermatozoides, que era de 113 milhões/mL 




aproximadamente 50%. Este artigo foi muito comentado na mídia leiga e citado por mais 
de 1000 artigos científicos (37).  
Nos últimos anos vários outros autores têm relatado queda da qualidade seminal 
ao redor do mundo. Na região do Oriente Médio e Norte da África, uma investigação foi 
realizada com 13892 homens inférteis durante 4 anos, concluindo que parâmetros 
seminais como motilidade, morfologia normal e número total de espermatozoides, eram 
significativamente menores em pacientes dessa região do planeta (38). Um estudo 
publicado em 2017 concluiu que houve um declínio na qualidade do sêmen de 30636 
jovens chineses no período de 2001 a 2015. Os autores demonstraram queda em 
parâmetros como motilidade progressiva, morfologia normal, número total e concentração 
de espermatozoides (39).  
Após relatarem uma diminuição média de 57% na concentração espermática ao 
redor do mundo nos últimos 35 anos e um declínio de 32,5% na mesma variável da 
população europeia nos últimos 50 anos (40,41), Sengupta e colaboradores relataram 
uma diminuição de 72,6% na concentração seminal da população africana entre os anos 
de 1965 e 2015, destacando que a principal preocupação é o fato de que a média de 
concentração de espermatozoides no último ano do estudo (20,38 milhões de 
espermatozoides/mL) está muito próxima aos valores de referência da OMS (15 milhões 
de espermatozoides/mL) (42). 
Na Nova Zelândia, autores realizaram um estudo retrospectivo com 975 doadores 
de sêmen entre 1987 e 2007, demonstrando que a concentração média de 
espermatozoides caiu de 110 milhões/ml em 1987 para 50 milhões/ml em 2007 (redução 
média de 2,5% ao ano). Além disso, o volume médio de sêmen também caiu 




 Uma publicação feita nos Estados Unidos avaliou amostras seminais dos 
parceiros de 512 mulheres grávidas recrutadas em clínicas de pré-natal nas cidades de 
Los Angeles, Minneapolis, Columbia e Nova Iorque entre os anos de 1999 e 2001, 
encontrando padrões diferentes dos parâmetros seminais em todos estas cidades, 
sugerindo que a concentração e a motilidade espermática estariam reduzidas em áreas 
rurais e agrícolas (44). Recentemente, um estudo de revisão e metanálise relatou um 
declínio de aproximadamente 50-60% na concentração e número total de 
espermatozoides entre os anos de 1973 e 2011 entre homens na América do Norte, 
Europa, Austrália e Nova Zelândia (45). 
Mais especificamente no Brasil, em 2010 foram publicados os resultados das 
análises seminais de doadores de sêmen na cidade de São Paulo entre os anos de 1992 
e 2003. No estudo foram incluídos 182 doadores de um único banco de sêmen com idade 
média de 30,8 anos. Os autores encontraram uma queda na concentração e na 
porcentagem de espermatozoides morfologicamente normais no período analisado (46). 
No ano de 2015, pesquisadores publicaram um estudo com 2300 amostras seminais, 
onde 764 amostras foram analisadas no período de 2000 a 2002 e 1536 amostras entre 
os anos de 2010 e 2012. Entre os dois períodos analisados foi observado uma queda na 
concentração de espermatozoides, de 61,7millhões/mL para 26,7milhões/mL e uma 
queda na porcentagem de espermatozoides morfologicamente normais, que passou de 
4,6% para 2,7%. O estudo também relatou um aumento significativo na porcentagem de 
homens com oligozoospermia e azoospermia (47).  
As possíveis causas de uma possível queda da qualidade seminal são motivo de 
discussão. Estudos sugerem que alguns hábitos de vida como tabagismo (48,49), 




a obesidade (52) poderiam influenciar negativamente a produção de espermatozoides. 
Outra teoria é a de que algumas substâncias com efeitos semelhantes ao estrogênio 
poderiam agir como “disruptores endócrinos”, prejudicando a função testicular de 
indivíduos do sexo masculino ainda em seu desenvolvimento embrionário. Agentes 
químicos e poluentes ambientais poderiam ter esse tipo de ação, levando à síndrome 
disgenética testicular, que além de um declínio da qualidade seminal, aumentaria também 
o risco de câncer de testículo, hipospádia e criptorquidia (53,54).  
Apesar de muitos estudos relatarem queda na qualidade seminal de homens ao 
redor do mundo, alguns de seus aspectos metodológicos são criticados, como a grande 
variabilidade de métodos e protocolos usados para a coleta do sêmen, ausência de 
controle de período de abstinência e a não inclusão em algumas revisões de alguns 
artigos que não mostraram queda nos parâmetros seminais (55). Com o objetivo de 
investigar o comportamento dos parâmetros seminais de homens brasileiros submetidos 
a investigação para infertilidade conjugal entre os anos de 1989 até 2018 realizamos um 








2.1. Objetivo geral 
Avaliar a influência do ano de coleta do exame de espermograma sobre os 
parâmetros seminais de homens brasileiros investigados por infertilidade conjugal no 
período de 1989 a 2018. 
 
2.2. Objetivos específicos 
 Descrever o número total de espermatozoides móveis progressivos em homens 
investigados por infertilidade conjugal no período de 1989 a 2018 e comparar 
segundo o ano de realização do exame e a idade do homem. 
 Descrever a porcentagem de espermatozoides com morfologia normal em 
homens investigados por infertilidade conjugal no período de 1989 a 2018 e 
comparar segundo o ano de realização do exame e a idade do homem. 
 Descrever a concentração de espermatozoides após processamento seminal 
por método de swim-up em homens investigados por infertilidade conjugal no 
período de 1989 a 2018 e comparar segundo o ano de realização do exame e 












O Laboratório de Reprodução Humana (LRH) do Hospital da Mulher Prof. Dr. José 
Aristodemo Pinotti – CAISM/UNICAMP realiza o exame de espermograma desde 1989, e 
todos os resultados encontrados a partir deste exame são repassados em um sistema 
informatizado denominado “Controle de Exames Laboratoriais”, atualmente em sua 
versão 6.16 de 13/11/2013. Este é um sistema que permite a exportação de todos os 
dados arquivados para planilhas do programa Microsoft Excel. Este estudo consiste em 
uma análise retrospectiva dos espermogramas realizados no LRH entre os períodos de 
03/01/1989 e 29/06/2018.  
Para este estudo, a população analisada era composta por todos os parceiros 
masculinos de casais admitidos no ambulatório da UNICAMP para investigação de 
infertilidade conjugal. Os casais deveriam apresentar falha em conseguir uma gestação 
após um período de 12 meses ou mais com relações sexuais regulares e sem uso de 
qualquer método contraceptivo. Após a exportação de todos os dados dos 
espermogramas durante este período, um banco de dados com um total de 29487 
amostras de sêmen produzidas por 11472 homens foi elaborado. Para o presente estudo, 
apenas a primeira amostra produzida por cada homem foi analisada (11472). Este banco 
de dados foi composto por diferentes parâmetros do espermograma além da data de 
realização do exame e da idade do homem na data da coleta da amostra. Também havia 
dados de 3972 amostras de processamento seminal realizado através da técnica de 
swim-up para avaliação da possibilidade de uma futura inseminação intrauterina. Por se 
tratar de uma análise retrospectiva, não estavam disponíveis dados clínicos e 








 Os homens que iriam realizar o exame de espermograma eram orientados no 
momento do agendamento para manter a abstinência sexual por um período entre 3 a 5 
dias antes da data da coleta (21-24). As coletas eram realizadas em sala privativa, 
previamente higienizada, e no mesmo laboratório onde eram realizadas as análises.  
Antes da coleta era entregue ao sujeito um frasco estéril, identificado com o código 
do paciente e a amostra seminal era obtida através de masturbação. Ao término da coleta, 
o frasco era entregue pelo próprio paciente para um profissional do laboratório onde o 
acondicionava na incubadora a 37ºC por cerca de 1 hora para aguardar a liquefação da 
amostra e iniciar a realização do exame.  
Ao término da liquefação, a amostra era transferida para um tubo cônico graduado 
com uma pipeta Pasteur estéril para verificação do seu volume. Durante todo o período 
analisado, as amostras eram realizadas no mesmo laboratório e pela mesma equipe de 
biólogos com experiência em análises seminais. 
 
Avaliação da concentração espermática 
 A diluição da amostra seminal era realizada em formalina (50g NAHCO3, 10mL de 
formalina a 35% e água destilada até completar 1 litro), seguindo a proporção 
determinada pelo biólogo responsável pela realização do exame. Uma alíquota após 
diluição era colocada em cada lado da câmara de Neubauer. Após um período para 




de 10X a 40X, sendo contado a quantidade de espermatozoides presentes nos 4 
quadrados que correspondem as bordas bem como no quadrado central. A leitura foi 
realizada em duplicata, e a confiabilidade era avaliada a partir dos padrões da OMS (21-
24) Os resultados das leituras das análises passavam por um fórmula matemática com 
padrão de correção de cada diluição para se obter a concentração final de milhões/mL. 
 
Avaliação da motilidade espermática 
 Uma alíquota de 10µL da amostra de sêmen era colocada em duas lâminas sob 
lamínulas para dupla avaliação em microscópio óptico, seguindo os critérios 
recomendados pelos manuais da OMS (21-24). Eram contados pelo menos um total de 
100 espermatozoides em cada lâmina, classificando-os em: grau A (motilidade 
progressiva rápida ou velocidade ≥ 25µm por segundo); grau B (motilidade progressiva 
lenta ou velocidade < 25µm por segundo): grau C (motilidade não progressiva ou 
velocidade < 5µm por segundo); ou D (espermatozoides imóveis), demonstrando 
resultados percentuais em cada categoria. A motilidade também foi classificada em 
progressiva (somatória da porcentagem de espermatozoides classificados como grau A 
e B) e motilidade progressiva total (somatória da porcentagem de espermatozoides 
classificados como grau A, B e C) (24).  
 
Avaliação da morfologia espermática 
 De forma simultânea, duas lâminas de esfregaço eram preparadas, cada uma 
contendo 10µl de sêmen, que após a secagem eram submetidas a coloração clássica de 
Papanicolau (23). Após este processo as lâminas eram deixadas secando para posterior 




microscópio óptico em aumento de 100X com contraste de fase. Cerca de 100 
espermatozoides eram analisados em duplicata, sendo classificados como normais ou 
anormais segundo características da cabeça, acrossoma, peça intermediária e cauda, 
além do tamanho e área do espermatozoide (21-24). As avaliações eram realizadas de 
acordo com os manuais da OMS disponíveis à época dos exames.  
 
Processamento seminal 
 Para se avaliar a possibilidade da realização de inseminação intrauterina, que 
corresponde a uma técnica de reprodução assistida de baixa complexidade, 
constantemente os clínicos que realizavam os atendimentos dos casais solicitavam a 
realização do processamento seminal com a mesma amostra usada para o 
espermograma diagnóstico. Este processamento era feito através de duas lavagens da 
amostra em tubo cônico estéril, adicionando quantidades iguais do esperma e PBS 
comercial (Dulbecco´s phosphate buffered saline; GIBCO). Eram realizadas duas 
centrifugações no material por 10 minutos/cada a 300xg, sendo que o sobrenadante era 
descartado e o pellet guardado para a técnica de swim-up. Ao pellet restante era 
adicionado 1mL de meio HTF modificado (com HEPES) suplementado à 10% com Serum 
Substitute Supplement (SSS_Irvine Scientific, Santa Ana, CA, USA), homogeneizando 
suavemente até o pellet se dissolver no meio. Este tubo contendo o material era então 
inclinado há um ângulo de 45º e incubado a 37ºC durante o período de 1 hora. Após este 
período o primeiro mililitro superior do tubo era retirado suavemente, sendo este 
transferido para um novo tubo cônico estéril; adicionava-se 1,5mL de meio de cultura no 





Avaliação da concentração espermática após processamento seminal 
 Uma alíquota da amostra diluída do pellet era colocada em uma câmara de Makler 
e analisada em microscópio óptico de 10X a 40X, sendo contados os espermatozoides 
presentes em uma fileira. A leitura era realizada em duplicada, e avaliada segundo 
padrões da OMS (23,24). 
 
Análise estatística 
 A contagem total de espermatozoides móveis progressivos (TMSC), 
correspondente ao volume do ejaculado em mililitros multiplicado pela concentração de 
espermatozoides e pela proporção de espermatozoides tipo “A” e “B” divididos por 100 
(56); a porcentagem de espermatozoides com morfologia normal; e a concentração 
espermática no sêmen após o processamento seminal foram consideradas como 
variáveis dependentes. A variável independente foi o ano da coleta do material para o 
espermograma. A idade do homem na data da coleta do exame foi considerada como 
variável de controle. Inicialmente, foi realizado uma análise descritiva de cada variável 
dependente, onde foi calculado a média, desvio-padrão, mediana, 5º, 25º, 75º e 95º 
percentis. 
Para avaliar a variação dos parâmetros numéricos ao longo dos anos de coleta foi 
utilizada a análise de regressão linear para os valores de mediana, devido à ausência de 
distribuição normal, na população total e categorizada por faixa etária (<30, 30-39 e > 40 
anos). As duas primeiras edições do manual da OMS para o exame e processamento 
seminal recomendavam o uso de critérios liberais para a classificação da morfologia 
(20,21). A terceira edição publicada em 1992 (22), passou a recomendar uma aplicação 




optamos por desconsiderar os anos anteriores a 1993 na análise da morfologia dos 
espermatozoides. O nível de significância foi estabelecido em 5% e o programa utilizado 
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Aiming to investigate trends in seminal parameter values among Brazilian men between 
1989 and 2018, we performed a retrospective analysis of spermograms of couples 
admitted for infertility testing at UNICAMP/Brazil. For the present study, only the first 
sample produced by each man was analyzed (11,472 samples). Totile motile sperm count 
(TMSC), percentage of spermatozoa with normal morphology (NM), and sperm 
concentration after seminal processing (SCA) were considered dependent variables. 
Statistical analysis was carried out through linear regression for the median values both in 
the general population and in the population categorized by age group (<30, 30–39, and 
≥40 years). During the study period, the mean age of men was 32.36 (± 6.49) years, with 
a median of 32 (18-67) years. We found a significant decrease in the median values of 
TMSC (reduction of 1.93 million/year), NM (reduction of 0.84% each year) and SCA 
(reduction of 0.14 million/mL each year). In conclusion, we observed that Brazilian men 
undergoing infertility investigation had a decline in seminal parameters in the past 29 
years. Surveillance should be maintained in the coming years, and further studies are 
needed to elucidate possible causes for seminal deterioration and to devise strategies to 






Infertility affects over 186 million people worldwide, predominately from developing 
countries [1]. It is recognized by the World Health Organization (WHO) as a disease and 
a public health problem that can cause harmful physical and psychological consequences 
for both women and men, as well as psychological distress and social stigmatization [2]. 
The male factor accounts for 20% of infertility cases and contributes to about 30–40% of 
cases. Seminal analysis is a necessary step to assess possible infertility [3]. 
A possible decline in world seminal parameters has been suggested by several 
researchers. A study published in 2017 noted a decline in seminal quality in young Chinese 
men over a 15-year period [4]. Over the past 35 years, an average 57% decline in sperm 
concentration has been reported worldwide [5]. From 1973 to 2011, authors reported a 
50–60% decline in male sperm concentration in North America, Europe, Australia, and 
New Zealand [6]. In Brazil, some authors have also published data on declining 
concentrations and percentage of morphologically normal sperm [7-8]. Possible reasons 
for these changes in seminal parameters may be related to lifestyle, habits, age, alcohol 
or tobacco consumption, as well as endocrine factors, obesity, diet, and coffee 
consumption [9]. 
Although studies suggest a decline in seminal quality in men around the world, there 
is still some doubt as to whether this phenomenon has actually been occurring, or whether 
the observed decline could be due to changes in laboratory techniques and the different 
statistical approaches used to study the subject [10]. Thus, this study aimed to investigate 
the changes in seminal parameters over the past 29 years in Brazilian men who underwent 






Subjects and samples 
In total, we evaluated 11,472 samples produced by 11,472 men (1 sample per man) 
who underwent infertility testing between January 1989 and June 2018 (Figure 1). During 
the study period, the mean age of these men was 32.36 (± 6.49) years, with a median of 
32.00 (range 18.00 to 67.00) years. By stratifying the men by age group, 3,999 (34.86%) 
men were under 30 years of age, 6,062 (52.84%) were between 30 and 39 years of age, 
and 1,411 (12.29%) were 40 years of age or older. The main characteristics of the samples 
collected throughout the study period are shown in Table 1. 
 
Total motile sperm count 
Regarding the total motile sperm count (TMSC) in the samples, we found a significant 
trend towards a decrease in median value over the years (reduction of 1.93 million 
progressive motile sperm each year) (Figure 2a). Controlling for age, we observed a 
similar downward trend in the median TMSC in the three age groups evaluated (a 
reduction of 1.79 million progressive motile sperm  each year in the age group <30 years, 
a reduction of 2.13 million progressive motile sperm each year in the age group between 
30 and 39 years, and a reduction of 1.65 million progressive motile sperm  each year in 
the age group ≥40 years) (Figure 2b).  
 
Sperm morphology 
Regarding the percentage of sperm with normal morphology, we found a significant 
tendency towards a reduction in the median value over the years (reduction of 0.84% each 




in the median percentage of sperm with normal morphology in the three evaluated age 
groups (reduction of 0.87% per year in the age group <30 years, reduction of 0.85% per 
year in the age group between 30 and 39 years, and reduction of 0.82% per year in the 
age group ≥40 years) (Figure 3b). 
 
Sperm concentration after processing 
Regarding sperm concentration after seminal processing, we found a significant 
tendency towards a decrease in the median value of post-processing concentration 
(reduction of 0.14 million/mL each year) (Figure 4a). Controlling for age, we did not find a 
downward trend in the median post-processing concentration in men under 30 years of 
age. In the age group between 30 and 39 years and in the age group ≥40 years, we 
observed a significant downward trend in sperm concentration after seminal processing 
(reduction of 0.17 million/mL each year and reduction of 0.29 million/mL each year, 
respectively) (Figure 4b).  
 
Discussion 
The theory of declining semen quality in men around the world is still a matter of 
debate. Our study aimed to investigate the influence of the exam collection year on the 
semen quality in 11,472 Brazilian men investigated for infertility by analyzing the first 
semen sample evaluated in our laboratory. The total number of progressive mobile sperm 
and the percentage of morphologically normal sperm were investigated. In addition, 
among these samples, 3,972 were also analyzed for sperm concentration after the seminal 




during the period investigated and the results add elements to the discussion about semen 
quality trends. 
According to the standards of the latest WHO manual, to be considered normal, a 
semen sample should have a sperm concentration ≥15 million/mL and ≥32% of 
progressively motile sperm [11]. However, some authors suggest that these values have 
no prognostic relevance [12,13]. In the present study, we analyzed the TMSC, which has 
been shown to be the parameter with the best correlation with the occurrence of 
spontaneous pregnancy. According to Hamilton and colleagues, TMSC values greater 
than 20 x 106 are considered normal [13]. 
Between 1989 and 2018, we observed a significant decline in the median TMSC in the 
three age groups analyzed. Among men aged under 30 years, there was a reduction of 
1.79 million/year; among men aged 30–40 years, the reduction was 2.13 million/year; and 
among men aged over 40 years, we observed a reduction of 1.65 million/year. These 
results are in line with those recently reported by Tiegs and colleagues. Analyzing the first 
semen sample of 119,972 men undergoing infertility investigation at two centers, one in 
Spain and one in the United States, the authors observed that the proportion of men with 
normal TMSC had dropped by approximately 10% over the past 16 years [14]. Recently, 
Huang et al. [4] analyzed samples produced by a total of 30,636 young Chinese men who 
had applied to be sperm donors between 2001 and 2015. Among these, the mean sperm 
concentration dropped significantly from 68 million/mL between 2001 and 2005 to 47 
million/mL between 2011 and 2015. Specifically considering spermatozoa with 
progressive motility, Huang et al. did not find a decreasing trend in relative frequency; 




with averages falling from 34 million between 2001 and 2005 to 21 million between 2011 
and 2015 [4]. 
 Sperm morphology may influence the chance of spontaneous pregnancy [15]. Authors 
suggest that the temporal trend of decreasing percentage of sperm with normal 
morphology can be explained by the different classification criteria used by WHO over the 
years. The first two editions of the WHO Manual on Human Semen Analysis [16,17] 
recommended the use of liberal criteria for morphology classification [18]. The third edition 
of the manual [19] recommended that strict criteria should be applied to consider a sperm 
as morphologically normal. This made cells previously classified as normal to be 
considered morphologically altered. To avoid the influence of this difference in 
classification, we chose to exclude from the analysis the period from 1989 to 1992, i.e. 
prior to the publication of the third edition of the WHO manual. Adopting this strategy, we 
observed a decrease in the median percentage of normal sperm, which went from 42% in 
1993 to 4% in 2018. This reduction was significant in the three age groups evaluated. It is 
noteworthy that the median of morphologically normal sperm observed in 2018 is equal to 
the lower limit of normality according to the latest WHO manual [11], that is, 50% of men 
evaluated in 2018 were classified as having teratozoospermia. Similar results were 
obtained by other authors. In 2017, Huang et al. observed a significant reduction in the 
average number of morphologically normal sperm, which went from 31.8% between 2001 
and 2005 to 10.8% between 2011 and 2015 [4]. Rolland and colleagues also noted a 
decrease in normal morphology values, which they believe were not just due to the change 
in cell classification [20]. Authors who published Brazilian data showed a decline from 




 With the advancement of assisted reproduction techniques, there was a need for 
selection of morphologically normal and non-germ cell-free sperm [11]. The swim-up 
technique consists of the selection of sperm with greater mobility, ability to swim in the 
culture medium and theoretically, with greater potential to fertilize the egg [21]. To analyze 
sperm concentration in the semen after the swim-up technique in 3,972 available samples, 
we also built different statistical models by age group. Thus, we observed a decrease in 
median post-processing concentration values in the general group, and more specifically 
in men over 30 years of age. The median in the overall group which was 8.0 million/mL in 
2005 fell to 2.75 million/mL in 2018. This deserves special attention, as some authors 
consider 5.0 million/mL to be the lowest acceptable value for intrauterine insemination 
[22]. It is not known to us that other publications have evaluated the temporal tendency of 
sperm concentration after seminal processing in other populations. We believe this is also 
a variable that may indicate a decrease in semen quality. This finding is consistent with 
our finding regarding morphology, as, in theory, the swim-up technique selects 
morphologically normal sperm [11].  
The possible causes for the fall in some seminal quality parameters are a matter of 
debate. Smoking [23], alcohol abuse [24], lifestyle, excessive coffee consumption [9], and 
even the use of mobile phones with radiofrequency electromagnetic radiation emission 
[25] are cited as possible culprits of the deterioration of semen quality in recent years. 
Environmental agents such as air and water pollutants could also act as “endocrine 
disruptors”. These substances would have estrogen-like effects and could act on the male 
fetus even during pregnancy, leading to testicular changes known as “testicular dysgenetic 
syndrome”. This syndrome, in addition to having poor seminal quality, could also increase 




possible causes for the decrease observed in the seminal quality parameters, one that 
seems most plausible to us is obesity. In recent years, Brazil has experienced an increase 
in the prevalence of this disease [27]. Hypoandrogenism due to accumulation of adipose 
tissue [28] may impair spermatogenesis, leading to worsening of seminal parameters [28]. 
Due to the retrospective character of the study, we did not have access to clinical and 
sociodemographic data of the men who produced the samples, which made it impossible 
to investigate possible causes for the observed decline in seminal quality. 
This study had limitations that should be mentioned. The men evaluated were more 
likely to be subfertile due to the fact that they were objectively being investigated for marital 
infertility. However, the difficulty in obtaining seminal samples is well known [10], and the 
population of subfertile men is the one that most needs seminal evaluation. Studies with 
sperm donors may also show the selection bias of men with above average fertility 
capacity [10]. Although all men received counselling to abstain from sexual activity for 3 
to 5 days, we were not able to objectively control this variable. As reported in previous 
studies, one study period probably should not have been more influenced than the other 
by this possible confounding factor [30]. We could not establish a hypothesis for the 
possible decline in seminal quality because we did not have the clinical and 
sociodemographic data of men. Since semen samples were produced by men residing in 
a specific region of the country, the conclusions cannot be generalized to other regions of 
the country and the world. We believe that since we analyzed a considerable number of 
samples produced over a long period, the results obtained are valid. The fact that the 
analyzes were always performed in the same laboratory by the same team of 




 In conclusion, a possible drop in semen quality could have serious consequences 
for future generations. From 1989 to 2018, we observed that Brazilian men undergoing 
marital infertility investigation had a decline in the total number of progressive mobile 
sperm, a decraesed percentage of sperm with normal morphology, and a reduction in 
sperm concentration after seminal processing. Surveillance of seminal parameters should 
be maintained in the coming years, and further studies are needed to elucidate possible 




The Human Reproduction Laboratory (LRH) of University of Campinas (UNICAMP) 
Women's Hospital has been conducting sperm analysis since 1989, and all results are 
passed on in a computerized system currently in its latest version. 6.16 of 11/13/2013. 
This is a system that allows the export of all archived data to Microsoft Excel spreadsheets. 
This study consists of a retrospective analysis of sperm counts performed between the 
period 01/03/1989 and 06/29/2018.  
For this study, the analyzed population consisted of all male partners of couples 
admitted to the UNICAMP outpatient clinic for marital infertility investigation. Couples had 
failed to achieve pregnancy after a period of 12 months or more with regular sex and 
without any contraceptive method. After exporting all sperm data during this period, a 
database of 29,487 semen samples produced by 11,472 men was produced. For the 
present study, only the first sample produced by each man was analyzed (11,472). This 
database consisted of different sperm parameters besides the date of the exam and the 




samples of seminal processing performed by the swim-up technique to assess the 
possibility of future intrauterine insemination. As this was a retrospective analysis, no 
clinical and sociodemographic data such as race, education, and personal habits were 
available. All methods were carried out in accordance with relevant guidelines and national 
regulations. The experimental protocol was approved by the University of Campinas 
Research Ethics Committee under number 59911516.5.0000.5404. As this was a 
retrospective study based on database review, not compromising the privacy of subjects, 




The men who were going to have the sperm exam were instructed at the time of 
appointment to maintain sexual abstinence for a period of 3 to 5 days before the date of 
collection [11]. The collections were performed in a private room, previously sanitized, and 
in the same laboratory where the analyzes were performed. The seminal sample was 
obtained by masturbation in a sterile vial previously identified with the patient code. At the 
end of collection, the vial was delivered by the patient himself to a laboratory professional 
where he placed it in the incubator at 37ºC for about 1 hour for sample liquefaction. At the 
end of liquefaction, the sample was transferred to a graduated conical tube with a sterile 
Pasteur pipette for volume verification. During the whole period of analysis, the samples 







Evaluation of sperm concentration   
Seminal sample dilution was performed in formalin (50 g NAHCO3, 10 mL 35% 
formalin, and distilled water to 1 liter), following the ratio determined by the biologist 
responsible for the examination. After dilution, an aliquot was placed on either side of the 
Neubauer chamber. After a period for cell sedimentation, the chamber was analyzed by 
optical microscope with 10X to 40X magnification, counting the amount of sperm present 
in the four squares corresponding to the edges, as well as in the central square. Reading 
was performed in duplicate, and reliability was assessed from WHO standards 
[11,16,17,31] The results of the analysis readings were submitted to a mathematical 
formula with a correction standard of each dilution to obtain the final concentration of 
millions/mL. 
 
Evaluation of sperm motility 
A 10 µL aliquot of the semen sample was placed on two coverslips for double 
evaluation under an optical microscope, following the criteria recommended by WHO 
manuals [11,16,17,31]. At least 100 sperm were counted in each slide, classifying them 
as: grade A (rapid progressive motility or velocity ≥25 µm per second); grade B (slow 
progressive motility or speed <25 µm per second): grade C (non-progressive motility or 
speed <5 µm per second); or D (immobile sperm), showing percentage results in each 
category. Motility was also classified as progressive (sum of percentage of sperm 
classified as grade A and B) and total motility (sum of percentage of sperm classified as 






Evaluation of sperm morphology 
Simultaneously, two smear slides were prepared, each containing 10 µl of semen, 
which after drying were subjected to fixation according to the WHO manual [31], and after 
drying, the sperm count was performed. For counting, the slides were placed under 100X 
magnification with phase contrast. About 100 sperm were analyzed in duplicate and 
classified as normal or abnormal according to the characteristics of the head, acrosome, 
intermediate part and tail, plus the size of the sperm and their areas [11,16,17,31]. 




Seminal processing  
 
In order to evaluate the possibility of intrauterine insemination, which corresponds 
to a low complexity assisted reproduction technique, clinicians who performed the couples' 
care constantly requested seminal processing with the same sample used for the 
diagnostic analysis. This was done by two sample washes in a sterile conical tube, adding 
equal amounts of sperm and commercial PBS (Dulbecco's phosphate buffered saline; 
GIBCO Laboratories, Grand Island Biological Co., Grand Island, NY, USA). Two 
centrifugations were performed in the material for 10 minutes/300 xg each; the 
supernatant was discarded, and the pellet was stored for the swim-up technique. Next, 1 
mL of modified (with HEPES) HTF medium supplemented with 10% Serum Substitute 
Supplement (SSS_Irvine Scientific, Santa Ana, CA, USA) was added to the remaining 
pellet and gently homogenized until the pellet dissolved in the medium. This tube 
containing the material was then tilted at an angle of 45° and incubated at 37°C for 1 hour. 




new sterile conical tube, and 1.5 mL of culture medium was added and reserved for 
analysis [11,31]. 
 
Evaluation of sperm concentration after seminal processing  
An aliquot of the diluted pellet sample was placed in a Makler chamber and 
analyzed under a 10X to 40X light microscope, counting the sperm present in a row. 
Reading was performed in duplicate and assessed according to WHO standards [11,31]. 
 
Statistical analysis  
The following were considered dependent variables: 1) the total TMSC, corresponding 
to the volume of ejaculate in mL multiplied by the sperm concentration and the proportion 
of sperm with motility grade “A” and “B” divided by 100, 2) the percentage of sperm with 
normal morphology, 3) the sperm concentration in semen after seminal processing. The 
independent variable was the year of semen collection. The age of the man at the time of 
collection was considered as a control variable. Initially, a descriptive analysis of each 
dependent variable was performed, with calculation of mean, standard deviation, median, 
and 5th, 25th, 75th, and 95th percentiles.  
To evaluate the dependent variables over the years of collection, a linear regression 
analysis for the median values was used, due to the absence of normal distribution, both 
in the general population and in the population categorized by age group (<30, 30–39, and 
≥40 years). The first two editions of the WHO Manual for Seminal Examination and 
Processing recommended the use of liberal criteria for the classification of morphology 
[16,17]. The following editions, published from 1992 [19], came to recommend the 




disregard the years prior to 1993 in the analysis of sperm morphology. The significance 
level was set at 5%, and the program used for the analysis was SPSS version 20 (IBM 
Corp., Armonk, NY, USA).  
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Figure 1. Study population between 1989 and 2018 
 
Figure 2. Total motile sperm counts (median) between 1989 and 2018 - linear regression 
(n= 11,472) 
A – Total group 
B – Population categorized by age group 
TMSC – Total motile sperm count (millions) 
 
Figure 3. Sperm with normal morphology (median) between 1989 and 2018 - linear 
regression (n=11,472) 
A – Total group 
B – Population categorized by age group 
 
Figure 4. Sperm concentration after seminal processing (millions/ml, median) between 
1989 and 2018 - linear regression (n=3,972) 
A – Total group 






Table 1. Men´s age at sample collection and main characteristics of the samples 
collected throughout the study period (11472) 
 
Parameter Mean (SD) Minimum 25% Median 75% Maximum 
Age (years) 32.36 (6.49) 18.00 28.00 32.00 36.00 67.00 
Volume (ml) 2.99 (1.55) 0.10 2.00 2.80 4.00 20.00 
Sperm concentration 
(millions/ml) 
74.01 (84.94) 0.00 15.00 49.00 105.00 1072.00 
Total sperm number 210.24 (257.33) 0.00 36.00 129.00 295.00 3400.00 
TMSC 98.22 (133.08) 0.00 10.92 50.75 135.71 1896.0 
Vitality (live spermatozoa, %) 64.03 (25.77) 0.00 61.00 72.00 80.00 100.00 
Sperm morphology (normal 
forms, %) 
14.48 (17.47) 0.00 4.00 10.00 16.00 99.00 
Sperm concentration after 
seminal processing* 
10.51 (17.07) 0.00 0.70 5.00 12.00 220.00 















































5. DISCUSSÃO GERAL 
A teoria sobre o declínio da qualidade do sêmen mundial ainda permanece incerta, 
embora muitos pesquisadores tenham publicado trabalhos que reforçam esta 
hipótese. No presente estudo entre o período de 1989 até 2018 foi observado um 
declínio na concentração total de espermatozoides móveis progressivos (TMSC), uma 
diminuição na porcentagem de espermatozoides com morfologia normal e uma 
redução na concentração espermática após o processamento seminal.  
Foram analisadas a concentração total de espermatozoides móveis progressivos 
e a porcentagem de espermatozoides morfologicamente normais em 11.472 amostras 
colhidas entre os anos de 1989 e 2018 (primeira amostra colhida por cada homem no 
laboratório). Um total de 3.972 amostras também foi analisada em relação à 
concentração de espermatozoides após a técnica de processamento seminal pela 
técnica de swim-up.  
 O espermatozoide é um dos tipos celulares mais diferenciados, e o único que 
sai do corpo onde é produzido para alcançar seu objetivo no sistema reprodutor 
feminino, a fertilização do ovócito, e adquirir motilidade é essencial para esta função 
(57). Segundo o último manual da OMS, uma amostra de sêmen dentro dos padrões 
de normalidade deve apresentar uma concentração de espermatozoides ≥ 15 milhões 
por mL e ≥ 32% de espermatozoides com motilidade progressiva (24). Para autores 
como Weert e colaboradores, não é recomendável realizar uma inseminação 
intrauterina (IIU) com valores abaixo de 20 milhões de espermatozoides com 
motilidade progressiva (58). No presente estudo analisamos a TMSC, que tem se 
mostrado um parâmetro com melhor correlação com a ocorrência de gestação 






Observamos uma tendência de redução significativa no valor mediano da 
TMSC entre 1989 e 2018, redução de 1,93 milhão/ano, além de ter sido observado 
redução nas três faixas etárias analisadas. Foi encontrado uma redução de 1,79 
milhão/ano nos homens com <30 anos de idade, uma redução um pouco maior nos 
homens entre 30-39 anos, 2,13 milhões/ano, e redução de 1,65 milhão/ano no grupo 
de homens com >40 anos. Em 2019, Tiegs e colaboradores analisaram a primeira 
amostra de sêmen de 119.972 homens submetidos a investigação por infertilidade em 
dois centros, um na Espanha e outro nos Estados Unidos. Os autores relataram que 
a proporção de homens com TMSC normal caiu aproximadamente 10% nos últimos 
16 anos (59). Outro estudo realizado nos EUA, de 2003 a 2013 em um banco de 
esperma, observou uma queda na motilidade de 1,23% ao ano (60). Em 2012, 
Splingart e colaboradores observaram um declínio significativo na contagem total de 
espermatozoides de 1114 candidatos a doação de esperma na França entre os anos 
de 1976 a 2009, encontrando uma diminuição de 443,2 milhões de espermatozoides 
em 1976 para 300,2 milhões de espermatozoides em 2009 (61). 
  A morfologia espermática vem sendo associada com subfertilidade e 
esterilidade há muitos anos e alguns autores já identificaram que espermatozoides 
com defeitos na cabeça têm dificuldade em atravessar o trato reprodutor feminino e/ou 
participar na fertilização dos ovócitos (62). Muitos são os artigos publicados com 
teorias sobre o declínio da morfologia normal dos espermatozoides e um consenso 
entre alguns deles é o da influência dos novos critérios da OMS. O interesse pela 
morfologia no esperma começou em 1900, quando se observou que em uma mesma 
amostra seminal poderiam coexistir espermatozoides de forma normal e anormal e 
sua história é descrita em duas fases, que representam a evolução descrita pelos 






O primeiro manual publicado em 1980 (20) baseou-se na experiência clínica 
dos oitenta anos anteriores. A terceira edição do manual (22) recomendou que 
critérios estritos deveriam ser aplicados para se considerar um espermatozoide como 
morfologicamente normal. Para evitar a influência dessa diferença de classificação, 
optamos por excluir da análise o período entre 1989 e 1992, apresentando os 
resultados a partir de 1993. Contudo, verificou-se tendência significativa de redução 
do valor mediano ao longo dos anos no período total, passando de uma média 42% 
em 1993 para 4% em 2018, bem como nas três faixas etárias estudadas. Também 
observamos que a mediana dos espermatozoides morfologicamente normais em 2018 
foi igual ao limite inferior de normalidade segundo o último manual da OMS (24), o que 
significa que 50% dos homens avaliados no período de 2018 foram classificados como 
portadores de teratozoospermia. Outros autores que publicaram dados do Brasil 
também encontraram um declínio da porcentagem de espermatozoides com 
morfologia normal. Borges e colaboradores demonstraram um declínio de 4,6% para 
2,7% entre os períodos de 2000 a 2002 e 2010 a 2012 (47). Na China, Huang e 
colaboradores observaram redução significativa na média de espermatozoides 
morfologicamente normais, que passou de 31,8% entre 2001 e 2005 para 10,8% entre 
2011 e 2015, em seu estudo publicado em 2017 (39). Muitos autores avaliam que as 
variações nos padrões dos manuais da OMS influenciaram o declínio da morfologia 
no sêmen, mas que possivelmente essa não é a única causa.  
 Com o avanço das técnicas de reprodução assistida houve a necessidade de 
melhorar o processamento do esperma e a quantidade de espermatozoides móveis. 
A técnica de swim-up que foi originalmente descrita por Mahadevan e Baker é o 
método de lavagem mais antigo e comum usado na separação dos espermatozoides 






habilidade de se movimentar no meio de cultura, por isso, espera-se que os 
espermatozoides recuperados após o swim-up tenham melhor qualidade e 
capacidade de fertilização (64). No presente estudo, analisamos a concentração de 
espermatozoides no sêmen após a realização da técnica de swim-up em 3972 
amostras disponíveis. Com isso, observamos queda dos valores medianos de 
concentração pós processamento tanto no grupo geral, quanto nos grupos 
categorizados por faixas etárias, exceto nos homens com menos de 30 anos. Este 
achado é condizente com nosso achado quanto à morfologia, já que, em teoria, a 
técnica de swim-up seleciona espermatozoides morfologicamente normais (24). Não 
encontramos outras publicações que tenham avaliado a tendência da concentração 
espermática após o processamento seminal em outras populações. 
O tabagismo (48,49), o consumo excessivo de café (50) e de álcool (51) são 
citados como possíveis responsáveis por afetar a qualidade seminal. Os efeitos do 
cigarro sobre a produção de espermatozoides são relatados em alguns estudos, 
possivelmente levando à redução na produção de espermatozoides, bem como na 
motilidade progressiva e na morfologia normal. Além disso, pode haver diminuição da 
capacidade de fertilização em decorrência do aumento do estresse oxidativo e danos 
ao DNA (65,66). Pesquisadores também apontam que o tabagismo influencia de 
forma negativa a taxa de fertilização e a formação de blastocistos (67). Uma revisão 
sistemática com metanálise foi realizada para investigar se há relação entre o 
consumo de bebidas alcóolicas e a qualidade seminal. Foram incluídos 15 estudos 
transversais com 16.395 homens e os resultados demonstraram que o consumo de 
álcool tem efeito prejudicial sobre o volume e a porcentagem de espermatozoides com 
morfologia normal. Homens que consumiram álcool de forma moderada não 






 Outra teoria discutida é a dos “disruptores endócrinos” que seriam substâncias 
que predisporiam o indivíduo a um desequilíbrio dos processos metabólicos (53,54), 
além de poderem aumentar a ocorrência de doenças como o câncer de testículo, a 
hipospádia e a criptorquidia, com um consequente declínio na qualidade seminal 
(53,54). Outra hipótese é a ação da radiação eletromagnética de radiofrequência (RF-
EMR) emitida por telefones celulares, que possivelmente afetaria o desenvolvimento 
e a função dos espermatozoides (69). Dentre as possíveis causas para a queda dos 
parâmetros da qualidade seminal, a que nos parece mais plausível é a obesidade. 
Nos últimos anos o Brasil tem experimentado um aumento na prevalência desta 
doença (70). O hipoandrogenismo decorrente do acúmulo de tecido adiposo pode 
prejudicar a espermatogênese, levando a piora dos parâmetros seminais (52,71,72). 
Os resultados obtidos no presente estudo são importantes para acrescentar 
dados de homens brasileiros aos relatos de outras populações ao redor do mundo, 
entretanto, devem ser analisados com cautela. A população estudada foi composta 
por parceiros masculinos em um casal investigado por infertilidade residindo em uma 
região específica do país. Todos os homens receberam orientação de abstinência 
sexual de 3 a 5 dias, porém não fomos capazes de controlar objetivamente esta 
variável. Como relatado em estudos prévios, provavelmente, um período do estudo 
não deve ter sido mais influenciado que o outro por esse possível fator confundidor 
(73). Não foi possível o acesso às variáveis clínicas, ambientais e sociodemográficas 
dos indivíduos, impossibilitando a elaboração de hipóteses para explicar o declínio da 
qualidade seminal.  
Estudos relatam que a idade pode influenciar negativamente a qualidade 
seminal com um possível aumento na taxa de abortos em embriões concebidos por 






podem diminuir a produção de testosterona (75). Um estudo publicado em 2018 
observou um aumento na fragmentação de DNA e nas taxas de aneuploidias 
espermáticas em homens acima de 40 anos, além de menores taxas de transferências 
embrionárias e de gravidez clínica (76). Acreditamos que um dos pontos fortes de 
nosso estudo foi o fato de termos demonstrado uma queda da qualidade seminal 
independentemente da faixa etária estudada. Por termos analisado muitas amostras 
em um mesmo laboratório com a mesma equipe de profissionais, possivelmente 
reduzindo a variação interobservador, acreditamos que os resultados obtidos são 
válidos.  
Mesmo com a crescente evolução tecnológica na área da medicina reprodutiva, 
um possível declínio na qualidade seminal pode apresentar sérias consequências 
para as gerações futuras. Novos estudos são necessários para manter a vigilância 
sobre os parâmetros seminais, revelar possíveis fatores associados à sua 


















 Houve tendência significativa de redução dos valores medianos do número total 
de espermatozoides móveis progressivos na amostra durante o período 
analisado, tanto no grupo geral (redução de 1,93 milhões de espermatozoides 
móveis progressivos a cada ano), quanto no grupo categorizado por faixas 
etárias (redução de 1,79 milhões de móveis progressivos a cada ano na faixa 
etária <30 anos; redução de 2,13 milhões de móveis progressivos a cada ano 
na faixa etária entre 30 e 39 anos; redução de 1,65 milhões de móveis 
progressivos a cada ano na faixa etária ≥40 anos).    
 Houve tendência significativa de redução do valor mediano da porcentagem de 
espermatozoides com morfologia normal, tanto no grupo geral (redução de 
0,84% a cada ano), quanto no grupo categorizado por faixas etárias (redução 
de 0,87% ao ano na faixa etária <30 anos; redução de 0,85% ao ano na faixa 
etária entre 30 e 39 anos; redução de 0,82% ao ano na faixa etária ≥40 anos). 
 Houve tendência significativa de redução do valor mediano da concentração de 
espermatozoides após processamento por swim-up tanto no grupo geral 
(redução de 0,14 milhões/mL a cada ano), quanto nos grupos categorizados 
por faixas etárias, exceto nos homens com menos de 30 anos (redução de 0,17 
milhões/mL a cada ano na faixa etária entre 30 e 39 anos; redução de 0,29 
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Anexo 2 – Aprovação do projeto no CEP – UNICAMP 
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